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(54) Title: FORMULATION OF LIPOSOMAL DERIVATIVES OF PHENYLALANINE 

(54) Bezeichnung: LIPOSOMALE FORMULIERUNGEN VON PHENYLALANIN-DERIVATEN 



<S (57) Abstract: The invention relates to formulation of liposomal derivatives of phenylalanine and the use thereof as inhibitors of 
urokinase, in particular for treating malignant tumours and tumoral metastasis. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft pharmazeutische Formulierungen von Phenylalanin-Derivaten und deren Verwen- 
^ dung als Urokinase-Inhibitoren, insbesondere zur Behandlung von malignen Tumoren und von Tumormetastasen. 
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LIPOSOMALE PORMUL I ERUNGEN VON PHENYLALANIN-DERIVATEN 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft pharmazeutische Formulierungen von Phenylalanin- 
Derivaten und deren Verwendung als Urokinase-lnhibitoren, insbesondere 
zur Behandlung von malignen Tumoren und von Tumormetastasen. 

Die Fahigkeit solider Tumoren zur Ausbreitung und Metastasierung in 
umgebendes Gewebe korreliert mit dem Abbau bzw. Umbau der 
extrazellularen Matrix (Tumorstroma) in der Umgebung der Tumorzelle bzw. 
mit deren Fahigkeit zur Durchdringung der Basalmembran. Obwohl die 
(patho)biochemischen Zusammenhange noch nicht endgultig aufgeklart 
sind, kommen dem Plasminogenaktivator Urokinase (uPA) und dem 
Urokinaserezeptor (uPAR) eine zentrale Bedeutung zu. uPA vermittelt die 
proteolytische Spaltung von Plasminogen zu Plasmin. Plasmin wiederum ist 
eine Protease mit breitem Wirkspektrum, die Komponenten der 
extrazellularen Matrix wie Fibrin, Fibronektin, Laminin und das 
Proteingerust der Proteoglykane direkt abzubauen vermag. AuBerdem kann 
Plasmin "latente" Metalloproteasen und das inaktive Proenzym von uPA, 
pro-uPA, aktivieren. 

Tumorzellen und nichtmaligne Zellen des Tumorstromas synthetisieren und 
sezernieren das enzymatisch inaktive Proenzym pro-uPA. Proteasen, wie 
z.B. Plasmin oder die Kathepsine B und L, spalten pro-uPA durch limitierte 
Proteolyse zur aktiven Serinprotease HMW-uPA (HMW = high molecular 
weight). pro-uPA und die aktive Protease HMW-uPA binden an den 
Zetloberflachenrezeptor uPAR (CD87). Plasmin(ogen) bindet ebenfalls an 
spezifische Rezeptoren auf der Plasmamembran der Tumorzelle, wodurch 
eine Fokussierung und Amplifikation der Plasminogenaktivierung in der 
direkten Umgebung der Tumorzelle erreicht wird. Invasiven Zellen ist somit 
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die Moglichkeit gegeben, die extrazellulare Matrix abzubauen, ohne sich der 
fur eine gerichtete Bewegung notwendigen Unterlagen durch Proteolyse zu 
entziehen. 



In verschiedenen zellbiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass dem 
zellassoziiertenPlasminogenaktivator-Systeminnerhalbderkaskadenartigen 
Reaktionswege tumorassoziierter Proteolysesyteme ein besonderer 
Stellenwert zukommt (Wilhelm et al. (1994) The Urokinase/Urokinase 
receptor system: A new target for cancer therapy? In: Schmitt M., Graeff 
H., Kindermann G. (Hrsg): Prospects in Diagnosis and Treatment of Cancer. 
International Congress Series, Excerpta Medica 1050, Amsterdam, Elsevier 
1994, pp145-156). An Kulturen humaner Kolonkarzinomzellen wurde 
beobachtet, dass deren Fahigkeit, eine extrazellulare Matrix zu 
durchwandern, vom Sattigungsgrad der uPA-Rezeptoren mit aktivem uPA 
abhangig ist (Hollas et al., Cancer Res. 51 (1991), 3690-3695). Ebenfalls 
im Zellkulturmodell wurde eine Reduktion des invasiven Potenzials von 
Zellen beobachtet, wenn die proteolytische Aktivitat von uPA durch PAI-1 
(Cajot et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990), 6939-6943) oder PAI- 
2 (Baker et al., Cancer Res. 50 (1990), 4676-4684) gehemmt wurde. Ein 
vergleichbarer Effekt wurde bei Hemmung der Bindung von uPA an die 
Zelloberflache durch Blockierung des Rezeptors mittels proteolytisch 
inaktiver uPA-Varianten erzielt (Cohen et al., Blood 78 (1991), 479-487; 
Kobayashi et al., Br. J. Cancer 67 (1993), 537-544). Auch die 
Transfektion epidermoider Karzinomzellen mit einem Plasmid, das ein 
Antisense-Transkript gegen einen Teil von uPAR exprimiert, fuhrte durch 
Unterdruckung der uPAR-Synthese zur Verringerung der Invasivitat dieser 
Zellen (Kook, EMBO J. 13 (1994), 3983-3991). Gegen uPA und PAI-1 
gerichtete Antikorper reduzierten das invasive Potential von 
Lungenkrebszellen in vitro (Liu et al., Int. J. Cancer 60 (1995), 501-506). 

Der Einfluss des Plasminogenaktivator-Systems auf den 
Metastasierungsprozess konnte auch in Tumor-Tiermodellen belegt werden. 
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So wurden die durch menschliche Karzinomzellen verursachte Bildung von 
Lungenmetastasen in HOhnerembryos durch Zugabe von Antikorpern gegen 
uPA fast vollstandig verhindert (Ossowski und Reich, Cell 35 (1983), 61 1- 
619). Metastasierende menschliche Karzinomzellen wurden mit einem 
Expressionsplasmid transfiziert, das fur eine proteolytisch inaktive, aber 
uPAR-bindende uPA-Mutante kodierte. Im Mausmodell zeigte sich, dass die 
Karzinomzellen, die inaktives uPA synthetisierten, nach Injektion im 
Vergleich zu den nichttransfizierten Zellen eine signifikant geringere Anzahl 
an Metastasen bildeten (Crowley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 
(1993), 5021-5025). Nach Verabreichung von uPA-Antisense 
Oligonukleotiden wurde darCiber hinaus eine Inhibierung der 
intraperitonealen Ausbreitung von humanen Ovarialkarzinomzellen in 
Nacktmausen beobachtet (Wilhelm et al., Clin. Exp. Metast. 13 (1995), 
296-302). 

In den letzten Jahren wurde die klinische Relevanz von Faktoren des 
Plasminogenaktivator-Systems (uPA, uPAR, PAI-1 und PAI-2) fur die 
Prognose von Patienten mit soliden malignen Tumoren intensiv untersucht. 
Dabei erwies sich der uPA-Antigengehalt bei verschiedenen Tumoren (z.B. 
Brust, Eierstock, Magen, Lunge, Niere etc.) sowohl fur das rezidivfreie 
Oberleben als auch fur das Versterben als ein starker Prognosefaktor (siehe 
beispielsweise Schmitt et al., J. Obstet. Gynaecol. 21 (1995), 151-165; 
Jaenicke et al., Breast Cancer Res. Treat. 24 (1993), 195-208; Kuhn et al., 
Gynecol. Oncol. 55 (1994), 401-409; Nekarda etal., Lancet 343 (1994), 
117; Pedersen et al., Cancer Res. 54 (1994), 4671-4675). Ebenso 
korrelieren erhohte Konzentrationen an uPAR in Lungen- (Pedersen et al., 
supra) und Brustkrebsgewebe (Duggan et al., Int. J. Cancer 61 (1995), 
597-600; Ronne et al., Breast Cancer Res. Treat. 33 (1995), 199-207) 
sowie bei Magenkrebs, sowohl im Tumorgewebe selbst (Heiss et al., J. 
Clin. Oncol. 13 (1995), 2084-2093) als auch bei den ins Knochenmark 
ausgestreuten Tumorzellen (Heiss et al.. Nature Medicine 1 (1995), 1035- 
1 039) mit einer schlechten Prognose. 
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Es wurde auch gefunden, dass an Position 2 mit einem Phenylrest 
substituierte 3-AmidinophenylaIanin-Derivate selektive und in vivo 
wirksame Hemmstoffe von uPA darstellen (PCT/EP99/05145). Die 
Verabreichung dieser Verbindungen im Tierexperiment erfolgt in Form von 
wassrigen Losungen. DE 102 25 876,7 offenbart die Verwendung von 3- 
Guanidinophenylalanin-Derivaten als Urokinase-lnhibitoren. 



Im Rahmen der ersten klinischen Erprobungen der oben genannten 
Verbindungen hat sich gezeigt, dass die Verabreichung in Form von 
wassrigen Losungen mit Nachteilen behaftet ist. So wurde festgestellt, 
dass die Verbindungen in hoher konzentrierten Losungen bei intravenoser 
Injektion oder Infusion hamolytische Eigenschaften besitzen und bei 
subkutaner Verabreichung zu Hautreizungen f uhren. Zur Verabreichung von 
gering konzentrierten Losungen werden jedoch grofce lnfusionsvolumina 
benotigt und eine subkutane Verabreichung wirksamer Mengen des Mittels 
in Form wassriger Losungen ist nicht moglich. 

Es bestand daher das Bedurfnis, neue pharmazeutische Formulierungen der 
Phenylalanin-Derivate zu entwickeln, die einerseits stabil sind und eine 
hohe Wirksamkeit besitzen, aber andererseits nicht zu unerwunschten 
Nebenwirkungen, wie Hamolyse oder Hautreizungen, fuhren. 

Versuche zur Stabilisierung von wassrigen Losungen durch Zusatz 
oberflachenaktiver Mittel, wie etwa Pluronic F68 oder Tween 80, bzw. 
Stabilisatoren, wie Humanserumalbumin, waren jedoch erfolglos. Auch der 
Zusatz von Cosolventien, wie Polyethylenglycolen, fuhrte nicht zum 
gewunschten Ergebnis. SchlieSlich konnte auch durch Formulierung des 
Wirkstoffs in gemischten Micellen, die das Gailensalz Glycocholat- 
monohdyrat und das Phospholipid Ei-Phosphatidylchcplin enthielten, nicht 
fur eine ausreichende Stabilitat gesorgt werden. 
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Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand somit darin, 
pharmazeutische Formulierungen mit einem von 3-Amidinophenylalanin 
bzw. 3-Guanidinophenylalanin abgeleiteten Urokinase-lnhibitor 
bereitzustellen, die einerseits eine hohe Wirksamkeit besitzen und 
andererseits stabil und vertraglich sind. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung von 3-Amidinophenylalanin 
oder 3-Guanidinophenylalanin abgeleitete neue Urokinase-lnhibitoren der 
aligemeinen Formel I, 



X 




(I) 



NH 
I 

(CO- CH— NH)- S0 2 — R 

die als Racemate sowie als L- bzw. D-konfigurierte Verbindungen vorliegen 
und in denen 

X eine Amidino- oder Guanidinogruppe ist, 

R1 (a) OH oder OR 4 ist, wobei R 4 ein gegebenenfalls z.B. mit 
Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und 
Halogen substituiertes, verzweigtes oder unverzweigtes Ct-Cb- 
Alkyl, C 3 -C 8 -Cycloalkyl oder Aralkyl, z.B. Benzyl oder 
Phenylethyl ist, 
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eine Gruppe der Formel -N 




darstellt, in welcher R 5 und 



R 6 beliebige mit der Gesamtstruktur kompatible Reste sind, 
wobei insbesondere 

(i) R 5 und R 6 H sind, 

(ii) R 5 H ist und R 6 ein gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl, 
Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halo- 
gen substituiertes verzweigtes oder unverzweigtes C r 
C 8 -Alkyl, Aralkyl, z.B- Benzyl oder Phenylethyl, oder C 5 - 
C 8 Cycloalkyl ist, 

(Hi) R 5 und R 6 jeweils unabhangig ein gegebenenfalls z.B. 
mit Hydroxyl oder/und Halogen substituiertes, 
unverzweigtes oder verzweigtes C,-C 4 Alkyl sind oder 

(iv) R 5 H ist und R 6 -NH 2 oder eine insbesondere mit Aryl 
oder Heteroaryl substituierte Aminogruppe ist, 

(v) R 5 H oder ein gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl 
oder/und Halogen substituiertes, unverzweigtes oder 
verzweigtes C r C 4 Alkyl ist und R 6 der Rest einer 
Aminosaure, z.B. einer a-, B- oder aKAminocarbon- 
oder Aminosulfonsaure, oder der Rest eines Peptids 
z.B. mit einer Lange bis zu 50 Aminosauren oder eines 
Polypeptids z.B. mit einer Lange von mehr als 50 
Aminosauren bis 1 .000 Aminosauren ist, 

eine Gruppe der Formel 




COR 7 
I 

CH - (CH 2 )m 
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darstellt, in welcher m die Zahl 1 oder 2 bezeichnet, und in 
welcher eine oder mehrere der Methylengruppen 
gegebenenfalls z.B. mit einem Hydroxyl-, Carboxyl-, C^C*- 
Alkyl- oder Aralkylrest, z.B. Benzyl oder Phenylethyl, 
substituiert sind, wobei die Gruppe (c) racemisch oder D- 
bzw. L-konfiguriert ist, und R 7 die Bedeutung von R 1 in den 
Ziffern (a), (b) und (f) aufweist, 

(d) eine Gruppe der Formel 



10 



15 



20 



(CH 2 ) P - CH - COR 7 
(CH 2 ) r - CH 2 



N 



darstellt, in welcher p = r = 1 , p = 1 und r = 2 oder p = 2 
und r = 1 sind und in welcher eine oder mehrere der 
Methylengruppen gegebenenfalls z.B. mit einem Hydroxyl-, 
Carboxyl-, C^C^AIkyl- oder Aralkylrest, z.B. 
Benzyl oder Phenylethyl, substitutiert sind, und R 7 die 
Bedeutung von R 1 in Ziffer (a), (b) und (f) aufweist, 



(e) eine Piperidylgruppe darstellt, die gegebenenfalls in einer der 
Stellungen 2, 3 und 4 z.B. mit einem C r C 4 -Alkyl- , C^Ca- 
Alkoxy- oder Hydroxylrest substituiert ist, 
wobei gegebenenfalls an die heterocycloaliphatischen Ringe 
der Formeln (c), (d), (e) ein weiterer aromatischer oder 
cycloaliphatischer Ring, vorzugsweise Phenyl oder 
Cyclohexyl, in 2,3 oder 3,4 Stellung, bezogen auf das 
Heteroatom, ankondensiert ist, 
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(f) eine Gruppe der Forme! 

- ^ - R 8 

\ / 

darstellt, in welcher R 8 

(i) einen gegebenenfalls z.B. mit C,-C 6 -Alkyl, C r C 3 - 
Alkoxy, Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, 
Oxo oder/und Halogen substituierten C^Ce-Alkylrest, 
wie z.B. Ethoxycarbonyl, oder Arylrest, wie z.B. 
Phenyl, p-Halogenphenyl, Naphthyl, 

(ii) einen gesattigten oder ungesattigten, verzweigten oder 
unverzweigten C r C 6 -Alkoxyrest oder 

(iii) einen gegebenenfalls z.B. mit C.,-C 6 -Alkyl, C^Cg- 
Alkoxy, Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, 
Oxo oder/und Halogen substituierten Phenoxy- bzw. 
Benzyloxycarbonylrest bedeutet. 



einen Acylrest der Formel -COX darstellt, wobei X 

(i) H, einen gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl, Carboxyl, 
Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen 
substituierten, unverzweigten oder verzweigten 
Alkylrest, vorzugsweise einen C^Cg-Alkylrest, 
insbesondere Methyl, 

(ii) einen gegebenenfalls z.B. mit C 1 -C 6 -Alkyl, C^Ca- 
Alkoxy, Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, 
Oxo oder/und Halogen substituierten Aryl- oder 
Heteroarylrest, wie z.B. Phenyl, p-Halogenphenyl, 
Thienyl oder 

(iii) einen gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl, Carboxyl, 
Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen 
substituierten Cycloalkylrest, vorzugsweise einen C 3 - 
C 10 -Cycloalkylrest bedeutet, 
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einen Aralkylrest, z.B. Benzyl oder Phenylethyl, darstellt, in 
dem der aromatische Rest gegebenenfalls z.B. mit einem 
Halogenatom, einer C r C 6 -AlkyK C 1 -C 3 -AIkoxy- / Hydroxy-, 
Cyano, Carboxyl-, Sulfonyl- oder Nitrogruppe substituiert ist, 

einen Carbonsaureamidrest der Formel -CONR'R", einen 
Thiocarbonsaureamidrest -CSNR'R" oder einen 
Essigsaureamidrest -CH 2 -CONR'R" darstellt, wobei 

(i) R' und R" H sind, 

(ii) R' und R" jeweils unabhangig C^C^AIkyl sind, 

(iii) R f H ist und R" C r C 4 -Alkyl ist, 

(iv) R' H ist und R" Aryl, z.B. Phenyl, ist oder 

(v) R' und R" mit dem Stickstoffatom einen 
heterocycloaliphatischen Ring mit 5-7 Ringgliedern, der 
ein weiteres Heteroatom, z.B. N, O oder/und S tragen 
kann, bilden, 

einen S0 2 -Y-Rest darstellt, in dem Y 

(i) ein gegebenenfalls z.B. mit Hydroxyl, Carboxyl, 
Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen 
substitutiertes C.,-C 8 -Alkyl, vorzugsweise Methyl, 
Trifluormethyl, Trichlormethyl, 

(ii) ein gegebenenfalls z.B. mit C^Cg-Alkyl, C 1 -C 3 -Alkoxy, 
Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo 
oder/und Halogen substituiertes Aryl oder Heteroaryl, 
wie z.B. Phenyl, 4-Methyl-phenyl, 2,4,6-Trimethyl- 
phenyl, 2,4,6-Triisopropyl-phenyl, 4-Methoxy-2,3,6- 
Trimethyl-phenyl, 2,2-Dimethyl-6-methoxy-chromanyl, 
2,2,5,7,8-Pentamethyl-chromanyl, Anthrachinonyl, 
Naphthyl oder Chinolyl, bzw. O-Aryl, vorzugsweise O- 
Phenyl, oder O-Heteroaryl oder 
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(iii) -NR'R" ist, wobei FT und R" jeweils unabhangig H oder 
C 1 -C 3 -Alkyl bedeuten, 

(k) einen cycloaliphatischen Ring mit 5 bis 8 C-Atomen darstellt, 
der gegebenenfalls z.B. mit einer C^Ce-Alky!-, C r C 3 -Alkoxy-, 
Halogen-, Hydroxyl- oder/und Oxogruppe substituiert ist, 

(I) einen gegebenenfalls z.B. mit Cj-Ce-Alkyl, C^Ca-Alkoxy, 
Hydroxyl, Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und 
Halogen substituierten Heteroarylrest, wie z.B. Pyridyl oder 
Pyrimidyl, oder heterocycloaliphatischen Rest, beispielsweise 
N-Methylpiperidyl darstellt, 



(m) einen funktionalisierten Alkylrest der Formel -(CH 2 ) n -X 
darstellt, wobei die Alkylkette unverzweigt oder verzweigt ist, 
n = 1 bis 8 bedeutet und der funktionelle Rest X 

(i) eine Hydroxylgruppe darstellt, deren H-Atom 
gegebenenfalls durch eine C.,-C 4 -Alkyl-, Aralkyl-, z.B. 
Benzyl oder Phenylethyl, AryK z.B. Phenyl, C^C^ 
Hydroxyalkyl- oder Acylgruppe CO-Alkyl, {C,-C 6 ) f 
substituiert ist, 

(ii) ein Halogenatom bedeutet, 

(iii) eine tertiare Aminogruppe der Formel -N(Alk) 2 darstellt, 
wobei die Alkylgruppen 1 bis 3 C-Atome sowie 
vorzugsweise die gleiche Bedeutung besitzen und das 
Stickstoffatom gegebenenfalls einem 
heterocycloaliphatischen Ring mit 5-7 Ringgliedern, der 
ein weiteres Heteroatom, z.B. N, O oder/und S tragen 
kann, angehort, 



einen gegebenenfalls z.B. mit C r C 6 -Alkyl, Cj^-Alkoxy, Hydroxyl, 
Carboxyl, Sulfonyl, Nitro, Cyano, Oxo oder/und Halogen 
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substituierten Phenylrest, wie beispielsweise Phenyl, 4-Methyl- 
phenyl, 2,4,6-Trimethyl-phenyl, 2,4,6-Triisopropyl-phenyl, 4- 
Methoxy-2,3,6-trimethyl-phenyl darstellt, 

R 3 H oder verzweigtes bzw. unverzweigtes C 1 -C 4 -Alkyl ist und n 0 oder 
1 bedeutet, 

Z N oder CR 9 bedeutet, wobei R 9 H oder verzweigtes oder 
unverzweigtes C r C 4 -Alkyl ist. 

Die Verbindungen konnen auch als Salze, vorzugsweise als physiologisch 
vertragliche Sauresalze, z.B. als Salze von Mineralsauren, besonders 
bevorzugt als Hydrochloride, oder als Salze von geeigneten organischen 
Sauren vorliegen. 

Von den in den allgemeinen Anspruchen definierten Verbindungen sind 
solche, bei denen R 1 einer Gruppe der Formeln (b), (d) und (f) entspricht, R 2 
einen einfach, zweifach oder dreifach alkylsubstituierten Phenylrest, 
insbesondere einen 2,4,6-substituierten Phenylrest, z.B. einen 2,4,6- 
Triisopropylphenyl-Rest darstellt, und n = 0 ist, von besonderer 
Bedeutung. Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen, bei denen Z CH oder 
N ist. 

Besonders bevorzugt handelt es sich bei der Verbindung der Formel (I) urn 
Na-(2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin-4- 
ethoxycarbonyl-piperazid, Na-(2,4,6-Triisopropyl-phenylsulfonyl)-3- 
guanidino-(D,L)-phenylalanin-4-ethoxycarbonyl-piperazid bzw. um das L- 
Entantiomere davon oder um ein pharmazeutisch vertragliches Salz dieser 
Verbindungen. 

Die erfindungsgemafcen Verbindungen sind in der Lage, hocheffizient das 
Wachstum oder/und die Ausbreitung von malignen Tumoren zu hemmen, 
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z.B. die Tumorausbreitung beim Pankreaskarzinom, das Tumorwachstum 
des Mammakarzinoms sowie die Metastasierung von Tumoren. Dabei 
konnen die uPA-lnhibitoren gegebenenfalls zusammen mit anderen 
Antitumormitteln oder mit anderen Behandlungsarten, z.B. Bestrahlung oder 
chirurgischen Eingriffen, eingesetzt werden. Weiterhin sind die 
erfindungsgemafcen Inhibitoren auch fur andere uPA-assoziierte 
Erkrankungen wirksam (z.B. bei der Verhinderung der Blasenbildung bei der 
Hauterkrankung Pemphigus vulgaris). 

Die erfindungsgema&en liposomalen Formulierungen enthalten den 
Wirkstoff vorzugsweise in einem Gewichtsanteil von 0,5-10 %, besonders 
bevorzugt von 2-5 %, bezogen auf das Gesamtgewicht der Formulierung. 
Weiterhin ist bevorzugt, dass die Formulierung - zumindest deren wassrige 
Komponente - einen pH-Wert im Bereich von 5,5-9,0 aufweist. Der Gehalt 
an freiem, d.h. nach Abfiltration von Lipidkomponenten in der wassrigen 
Phase der Formulierung vorliegendem Wirkstoff, ist vorzugsweise <1 
mg/ml, besonders bevorzugt < 500//g/ml und am meisten bevorzugt < 1 00 
A/g/ml. 

Die Formulierung enthalt vorzugsweise Phospholipide in einem 
Gewichtsanteil von 4,5-40 %, besonders bevorzugt von 6-1 5 %, bezogen 
auf das Gesamtgewicht der Formulierung. Beispiele fur geeignete 
Phospholipide sind neutrale Phospholipide, wie etwa Phosphatidylcholin, 
anionische Phospholipide, wie etwa Phosphatidylethanolamin, 
Phosphatidylglycerin, Diphosphatidylglycerin (Cardiolipin), Phosphoinositol 
und veresterte Derivate davon, wie etwa Dimyristoylphosphatidylglycerin. 
Es konnen z.B. Phospholipide aus naturlichen Quellen, z.B. Ei- oder 
Sojalecithin, synthetische Phospholipide oder Kombinationen davon 
verwendet werden. Besonders bevorzugt enthalt die Formulierung 
mindestens ein anionisches Phospholipid. Gute Ergebnisse wurden erhalten, 
wenn man eine Kombination von Phosphatidylcholin und 
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Dimyristoylphosphatidylglycerin in einem Gewichtsverhaltnis von 70:30 
verwendet. 

Weiterhin kann die Formulierung vorzugsweise eine membranstabilisierende 
Komponente enthalten, wie etwa Cholesterin oder Derivate davon, in einem 
Gewichtsanteil von bis zu 5 %, bezogen auf das Gesamtgewicht der 
Formulierung. Die Membranstabilitat bzw. -rigiditat kann aber auch durch 
Auswahl entsprechender Fettsauren in den Phospholipiden oder 
gegebenenfalls anderen Lipidkomponenten (iber die Kettenlange oder/und 
den Grad der Unsattigung eingestellt werden. 

Vorzugsweise enthalt die Formulierung auch ein Gefrierschutzmittel, das 
giinstigerweise in einem Gewichtsanteil von bis zu 15 %, vorzugsweise 
von 5-15 %, bezogen auf das Gesamtgewicht der Formulierung vorliegt. 
Beispiele f ur geeignete Gefrierschutzmittel sind Kohlenhydrate, z.B. Mono-, 
Di- oder Trisaccharide, wie etwa Lactose, Saccharose, Trilactose, Maltose, 
Trehalose etc. oder/und Zuckeralkohole, wie etwa Sorbit, Mannit etc. 

Die erfindungsgemaSe liposomale Formulierung kann unilamellare 
Liposomen, multilamellare Liposomen, ungeordnete Komplexe und 
Kombinationen davon enthalten. Bevorzugt sind Lipoomen, bei denen der 
mittlere Durchmesser nach Herstellung nicht groBer als 500 nm ist und 
insbesondere im Bereich von 100-250 nm liegt. 

Die erfindungsgemafce liposomale Formulierung kann beispielsweise 
hergestellt werden durch Hochdruckhomogenisierung einer den Wirkstoff 
und die Lipide enthaltenden Suspension und gegebenenfalls anschliefSende 
Filtration. Andere Moglichkeiten sind dem Fachmann bekannt, z.B. 
Losungsmittelinjektion, Hydratation von Lipidfilmen etc. 

Die liposomale Formulierung kann sterilfiltriert und gegebenenfalls 
dehydratisiert werden, z.B. durch Lyophilisierung. Nach wassriger 
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Rekonstitution von dehydratisierten Liposomen kann sich der mittlere 
Durchmesser erhohen, z.B. auf 100-1.000 nm. 

Die erfindungsgema&e Formulierung wird kann zur parenteralen 
Applikation, z.B. zur intravenosen Injektion, zur Infusion oder zur 
subkutanen oder intramuskularen lnjektion f eingesetzt werden. Die 
Tagesdosis ist vorzugsweise 5-250 mg, besonders bevorzugt von 20-120 
mg bei subkutaner oder intramuskularer Verabreichung und von 10-500 
mg, besonders bevorzugt von 50-250 mg bei intravenoser Verabreichung, 
jeweils bezogen auf ein mittleres Korpergewicht von 70 kg. Die 
Verabreichung erfolgt vorzugsweise einmal taglich bis einmal wochentlich. 

Die erfindungsgemafce Formulierung kann gegebenenfalls in Kombination 
mit anderen Wirkstoffen, z.B. cytotoxischen Mitteln, eingesetzt werden. 
Die Verabreichung erfolgt vorzugsweise gemeinsam, z.B. als Vor- oder/und 
Nachbehandlung im Zusammenhang mit chirurgischen Eingriffen, 
Strahlenbehandlung oder/und Chemotherapie. 

Weiterhin soil die Erfindung an den folgenden Beispielen naher erlautert 
werden. 

Beispiel 1 : Hersteliung von liposomalen Praparationen 

1 . 1 Materialien 

Dimyristoylphosphatidylglycerin-Natriumsalz (DMPG-Na) wurde von Nippon 
Fine Chemicals bezogen. Ei-Phosphatidylcholin (EPC) wurde von Lipoid KG 
bezogen. 

1 .2 Hersteliung von Liposomen mit pH 6,5 

Die Phospholipide und der Wirkstoff Na-(2,4, 6-Triisopropylphenylsulfonyl)- 
3-amidino-(L)-phenylalanin-4-ethoxycarbonylpiperazid (WX-UK1) als 
Hydrochlorid wurden zusammen in 50 mmol/l Phosphatpuffer pH 6 f 5 und 
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9 % Lactose dispergiert. Anschliefcend wurde das Gemisch auf 40 °C 
erhitzt und fur 30 min in ein Ultraschallbad gegeben. 

Zur Hochdruckhomogenisierung wurde ein EmulsiFlex C5-Gerat von 
Avestin, ausgestattet mit einer Extrusionseinheit verwendet, so dass 
Homogenisierung und Hockdruckextrusion durch ein Polycarbonat- 
Membranfilter in Serie durchgefiihrt werden konnten. 

Zunachst wurde die Liposomensuspension durch den Hockdruck- 
homogenisator fur 6 min (entsprechend 20 Passagen) bei einem Druck von 
345 bar geleitet. Dann wurde die Formulierung 6 min durch ein 100 nm 
Polycarbonat-Membranfilter in der Extrusionseinheit geleitet. 

1 .3 Herstellung von Liposomen mit pH 8,4 

Liposomale Praparationen mit einem pH-Wert von 8,4 wurden auf ahnliche 
Weise erhalten. Zuachst wurde jedoch eine Dispersion mit einem pH-Wert 
von 5,2 hergestellt und einer Hochdruckhomogenisierung unterzogen. 
Danach wurde durch Zugabe von Dinatriumhydrogenphosphat der pH-Wert 
auf 8,4 eingestellt und eine weitere Homogenisierung fur 6 min bei einem 
Druck von 345 bar durchgefiihrt. 

1 .4 Sterilfiltration, Abfullung und Lyophilisierung 

Die liposomalen Formulierungen wurden durch ein sterilisiertes 450 nm 
Filter {Polyvinylidendifluorid-Durapore von Millipore) filtriert, die filtrierten 
Suspensionen in 0,5 ml Aliquots abgefullt und dann lyophilisiert. 

1.5 Grofcenbestimmung 

Zur Bestimmung der mittleren Grofce und der GroBenverteilung der 
liposomalen Suspensionen wurde ein Malvern Zetasizer 1 000 verwendet. 
Der Homogenitatsgrad der Suspensionen wurde als Polydispersitatsindex 
(PI) ausgedruckt. Ein Wert von 0,1 bedeutet eine sehr enge 
GroBenverteilung und ein Wert von 0,9 eine sehr breite Verteilung. 
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1.6 Resultate 

Die Zusammensetzungen und die Analysenergebnisse sind in der 
nachfolgenden Tabelle 1 zusammengefasst. Nach Rekonstitution war der 
Wirkstoffgehalt der liposomalen Formulierung zwischen 18 und 21 mg/ml 
und die TeilchengroBe zwischen 350 und 500 nm, wobei die TeilchengroSe 
wahrend der Lyophilisierung und Rekonstitution signifikant zunahm. 

Liposomes die Wirkstoff zusammen mit negativ geladenen Phospholipiden 
enthielten, konnten verdunnt werden, wahrend neutrale Liposomen bei 
Zugabe von Puffer eine Prazipitation zeigten. 
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Tabelle 1 



Komponenten 


Konzentration 


TeilchengroBe (nm) / PI 


Tatsachliche 
Konzentration nach 
Rekonstitution (%) 


(%) 


vor 

Rekonstitution 


nach 
Rekonstitution 












Formu lie rung 1 










EPC pH 6,5 










WX-UK1.HCI 


2,00 


108/0,27 


518/0,53 


1,98 ! 


EPC 


10,00 








Lactose 


7,91 








Na 2 HP0 4 x 2H 2 0 


0,72 








Wasser 


ad 100% 


















Formulierung 2 










PC/PG pH 6,5 










WX-UK1.HCI 


2,00 


307/0,49 


405/0,45 


2,05 


EPC 


7,00 








DMPG.Na 


3,00 








Lactose 


7,90 








Na 2 HP0 4 x 2H z O 


0,72 








Wasser 


ad 100% 


















Formulierung 3 










EPC pH 8,4 










WX-UK1.HCI 


2,00 


269/0,24 


359/0,34 


1,80 


EPC 


10,00 








Lactose 


9,70 








Na 2 HP0 4 x 2H 2 0 


0,70 








Wasser 


ad 100% 


















Formulierung 4 










PC/PC pH 8,4 










WX-UK1.HCI 


2.0C 


l 202/0,23 


353/0.43 


1,98 


EPC 


7.0C 


I 






DMPG.Na 


3.0C 


) 






Lactose 


9.7C 


) 






Na 2 HP0 4 x 2H 2 0 


0.4C 


) 






Wasser 


ad 100°/ 
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Beispiel 2: Bioverfugbarkeit und Vertraglichkeit liposomaler 
Formulierungen in der Ratte 

2. 1 Applikation 

Weibliche Wistar Ratten, 240-300 g Korpergewicht (Charles River-Wiga, 
Sulzfeld) wurden mit dem Wirkstoff WX-UK1 in Form einer wassrigen 
Losung oder mit den in Beispiel 1 beschriebenen liposomalen 
Formulierungen 1-4 behandelt. Die Tiere erhielten uber einen Zeitraum von 
10 Tagen jeweils 1 Gabe/Tag. Die Applikationen erfolgten in den Bereich 
der Flanke (zwischen Schulter und hinteren Gliedmafcen), so dass die Tiere 
die Injektionsstelle nicht mit den Pfoten erreichen konnten. Die 
Injektionsstellen wurden in Abstanden von ca. 1 cm gesetzt, es wurde 
nicht mehrmals in die gleiche Stelle injiziert. Die ersten fiinf Injektionen 
erfolgen auf der linken Seite, die zweiten funf Injektionen auf der rechten 
Seite. Die Dosis betrug in der Regel 3 mg Wirkstoff/kg Korpergewicht, 
d.h.bei einem mittleren Korpergewicht von 300 g wurden 0,9 mg Wirkstoff 
appliziert. In einigen Fallen wurde radioaktiv markierter Wirkstoff ( 3 H-WX- 
UK1) appliziert. 

2.2 Beobachtung der Tiere 

Die Tiere wurden vor jeder Injektion gewogen und nach jeder Injektion uber 
2 h beobachtet, vor jeder weiteren Injektion wurden die vorhergehenden 
Injektionsstellen palpiert. Das Verhalten der Tiere und der Palpationsbefund 
wurden protokolliert. 

Zur Bewertung der beobachteten Beeintrachtigungen wurde folgender 
Score benutzt: 

Verhalten der Tiere nach der Injektion (2 h) 
unauffallig 

leichtes Kratzen in LStunde 
Kratzen und Anzeichen von Schmerz 



0 
1 

2 
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nach 2 h noch deutliche Beeintrachtigung 3 



Laufender Palpationsbefund 

unauffallig 0 
leichte, vereinzelte Verdickungen/Verhartungen 1 
leibende Verdickungen/Verhartungen, zusammenfliefcend 2 
zusatzliche Lasionen, Entziindungen 3 



2.3 Untersuchungen nach Beendigung der Applikation 

24 h nach der letzten Injektion wurden die Tiere narkotisiert (Ethylurethan, 

1.4 g/kg i-P-) und aus dem retroorbitalen Venenplexus Citrat-Blut 
gewonnen; Citrat-Plasma wurde durch Zentrifugation bei 1.200 xg fur 10 
min erhalten. Dann wurde der Gallengang prapariert und iiber 1 5 min Galle 
gewonnen. AnschlielSend wurden die Hautbereiche der Injektionsstellen 
untersucht und bei der Praparation ein makroskopischer Befund erhoben. 

Zur Bewertung der beobachteten makroskopischen Veranderungen wurde 
folgender Score benutzt: 

AbschlieSende Beobachtungen, makroskopischer Befund bei Praparation 

unauffallig 0 

vereinzelte Verhartungen bzw. schwartige Herde 1 

zahlreiche schwartige Herde bzw. Knoten 2 

zahlreiche schwartige, entzundliche Herde bzw. Knoten 3 

Von den Bereichen der Injektionen wurden Hautproben prapariert, in 
Formalin fixiert und histologisch untersucht (Hamatoxylin/Eosin-Farbung). 
Zur Bewertung der histologisch sichtbaren Veranderungen wurde folgender 
Score benutzt: 



30 
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Histologischer Befund: 
unauffallig 

vereinzelte Nekrosen, vereinzelte entzundliche 
Reaktionen 

Nekrosen oder entzundliche Reaktionen 
Nekrosen und starke entzundliche Reaktionen und/oder 
weitere Veranderungen 

AnschlieBend wurden die Tiere getotet und verschiedene Organe (Herz, 
Niere, Leber, Milz) prapariert. In Plasma, Galle und den Organen wurde der 
Gehalt an Wirkstoff mittels HPLC [Standard-Methode mittels Nucleosil 7 
C18 Saulen (Macherey-Nagel, Diiren), Acetonitril/Wasser/Perchlorsaure 
30/70/0,04, 1 ml/min] nach Vorreinigung mittels Chromabond C18 
Festphasen-Extractionssaulen (Macherey-Nagel, Diiren) bestimmt. Bei 
Einsatz von 3 H-WX-UK1 wurde die Konzentration von Wirkstoff direkt nach 
Lyophilisation der Proben durch Messung der Radioaktivitat in einem 
Fliissigkeits-Szintillationszahler bestimmt. 

2.4 Ergebnisse 

Als Kontrollen diente die Gabe von WX-UK1 gelost in 0,5 ml NaCI (0,9 %) 
mit 5 % Ethanol (Versuche 628, 629) 

Lyophilisierte neutrale Liposomen pH 6,5 (Formulierung 1) wurden mit 
Wasser resuspendiert und direkt eingesetzt. Entsprechend der dann 
enthaltenen Konzentration von 20 mg/ml wurden 45 //I pro Ratte (300 g 
Korpergewicht) appliziert, das entspricht der gewunschten Dosis von 3 
mg/kg Korpergewicht (Versuche 624, 625). 

Lyophilisierte negative Liposomen pH 6,5 (Formulierung 2) wurden mit 
Wasser resuspendiert. Entsprechend der dann erhaltenen Konzentration 
von 1 6 mg/ml wurden 55 //I pro Ratte (300 g Korpergewicht) appliziert, das 



0 

1 

2 

3 



WO 2004/011004 



PCT/EP2003/008011 



- 21 - 

entspricht der gewunschten Dosis von 3 mg/kg Korpergewicht (Versuche 
626, 627). 

Lyophilisierte neutrale Liposomen pH 8,4 (Formulierung 3) wurden mit 
Wasser suspendiert und direkt eingesetzt. Entsprechend der dann 
enthaltenen Konzentration von 20 mg/ml wurden 45 jj\ pro Ratte (300 g 
Korpergewicht) appliziert, das entspricht der gewunschten Dosis von 3 
mg/kg Korpergewicht (Versuche 632, 633). 

Lyophilisierte negative Liposomen pH 8,4 (Formulierung 4) wurden mit 
Wasser suspendiert und direkt eingesetzt. Entsprechend der dann 
erhaltenen Konzentration von 20 mg/ml wurden 45 //I pro Ratte (300 g 
Korpergewicht) appliziert, das entspricht der gewunschten Dosis von 3 
mg/kg Korpergewicht (Versuche 637, 638). 

2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Die Tabelle 2 enthalt die Konzentrationen von WX-UK1 in Plasma, Galle 
und den Organen Niere, Leber, Milz und Herz. Die Konzentration im Plasma 
lieB sich nur bei Einsatz von 3 H-WX-UK1 bestimmen, sie liegt bei <100 
ng/ml. Sehr vergleichbare Konzentrationen finden sich in den Kontrollen bei 
Applikationen in NaCI/Ethanol und Gabe der Liposomen 3 und 4. Bei den 
Liposomen 1 bzw. 2 wurden geringere Konzentrationen von WX-UK1 in 
Galle und Organen gefunden. Die Bewertung der histologischen Befunde ist 
in Tabelle 2 zusammengestellt. 

Die Tabellen 3 und 4 enthalten die Bewertung der Appliktionsfolgen in den 
Tieren. Es ist zu erkennen, dass die Verabreichung der liposomalen 
Formulierungen zu erheblich geringeren Nebenwirkungen als die 
Verabreichung der wassrigen Losung fuhrt. 
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In Abbildung 1 (Vergrofcerung 25fach) ist Haut nach der Applikation von 
WX-UK1, gelost in den Liposomen 4, dargestellt. Es sind keine 
Veranderungen zu normaler Haut (Abbildung 2) zu erkennnen. 

Abbildung 3 (Vergrofcerung 25fach) zeigt den Befund nach Gabe von WX- 
UK1 in NaCI/Ethanol. Zwischen Subcutis II und den Muskelzellen ist eine 
starke entzundliche Randreaktion zu erkennen, die Subcutis li ist nekrotisch 
aufgetrieben. 
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Tabelle 2: 



Vers.- 
Nr. 


Gabe 


Konzentration 
(pg/ml) 


Organgehalt (pg/g) 


Plasma 


Galle 


Niere 


Leber 


MHz 


Herz 


628 


Kontrolle 


<0,05 


3,1 


2,5 


0,36 


0,65 


10 


629 


Kontrolle 


<0,05 


3,1 


2,3 


0,18 


0,69 


0,84 


















624 


Liposomen 1 


<0,05 


2,7 


1,9 


0,18 


0,46 


0,31 


625 


Liposomen 1 


<0,05 


4,2 


1,5 


0,48 


0,44 


0,88 


Mittelw. 




<0,05 


3,4 


1.7 


0,33 


0,45 


0,60 


















626 


Liposomen 2 


<0,05 


1.6 


0,66 


0,23 


0,23 


0,31 


627 


Liposomen 2 


<0,05 


2,5 


1,7 


0,35 


0,14 


0,32 


Mittelw. 




<0,05 


2,05 


1,2 


0,29 


0,18 


0,32 


















632 


Liposomen 3 


n.b. 


7,2 


4,12 


0,90 


0,40 


1,74 


633 


Liposomen 3 


n.b. 


6,85 


2,49 


0,31 


0,49 


0,66 


Mittelw. 






7,0 


,030 


0,60 


0,44 


1,20 


















637 


Liposomen 4 


n.b. 


6,78 


2,92 


0,36 


0,38 


1,09 


638 


Liposomen 4 


n.b. 


9,8 


3,49 


0,78 


0,48 


1,19 


Mittelw. 






j 8,3 


3,20 


0,57 


0,43 


1,50 
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Konzentration in Plasma, Galle und Organen nach s.c.-Gabe 
verschiedener Zubereitungen (n.n. = nicht bestimmt) 
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Tabelle 3: Histologische Bewertung der untersuchten Hautareale 



Nr. | 


Gabe 


Score 


Befund 


628 


Kontrolle 


3 


umschriebene Nekrosen mit entzQndlicher Randreaktion 






(Leukozyten, beginnendes Granulationsgewebe) 


629 


Kontrolle 


3 


wie629 






MW=3 


624 


Lip. 1 


0 


ohne Befund/keine Histo 


625 


. Lip. 1 


1 


nur 1 Herd: Nekrosen und ausgepr. RandrkL (wie Kontr.) 




MW = 0,5 


626 


Lip. 2 


1 


2 kleine Herde: entzQndliche Reaktionen I 


627 


Lip. 2 


0 


normal, geringste entzQndliche Infiltrationen 






MW = 0,5 


632 


Lip. 3 


1 


1 Herd- Nekrose mit erheblichen leukozytischen Randreaktion 


633 


Lip. 3 


0 


unauffallig 






MW = 0,5 


637 


Lip. 4 


0,5 


keine Nekrose, geringe bandtormige entzQndliche Reaktion 


638 


Lip. 4 


0,5 


wie 637 ! 






MW = U,b 
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Tabelle 4: Bewertung der Beeintrachtigung der Tiere nach 

s.c.-Gabe verschiedener Zubereitungen 



Vers.- 




Verhalten 


Palpation 


Eindruck 






Nr. 


Gabe 


der Tiere 


laufend 


Abschluss 


Befund 


Score 


628 


Kontrolle 


1 


1 


2,5 


3 


7,5 


629 


Kontrolle 


1 


1 


2,5 


3 


7.5 








Mittelw. = 7,5 


624 


Liposomen 1 


0 


0 


0 


0 


0 


625 


Liposomen 1 


0 


0,5 


0,5 


1 


2 








Mittelw. « 1 


626 


Liposomen 2 


0 


0 


0,5 


1 


1,5 


627 


Liposomen 2 


0 


0 


0 


0 


0 








Mittelw. = 0,75 


632 


Liposomen 3 


0 


1 


0,5 


1 


2 


633 


Liposomen 3 


0 


0,5 


0 


0 


0.5 






Mittelw. = 1,25 


| 637 


Liposomen 4 


0 


1 


0 


0,5 


1.5 


638 


Liposomen 4 


0 


1 


0 


0.5 


1.5 




Mittelw. = 1,5 
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Beispiel 3: Vertraglichkeit liposomaler Formulierungen im Kaninchen 

16 mannliche Himalaya-Kaninchen (LPT Labor der Pharmakologie und 
Toxikologie, Lohndorf) mit einem Kdrpergewicht zwischen 2,15 und 2,40 
kg und einem Alter von etwa 3 f 5 Monaten wurden als Versuchstiere 
eingesetzt. 

Die Wirkstoffformulierungen wurden subkutan verabreicht. Bei zwei 
Kaninchen erfolgte die Verabreichung im Bereich des Halses und bei 
weiteren zwei Kaninchen in die Flanke. Jedes Tier erhielt vier subkutane 
Injektionen pro Applikationstag in einem lntervall von 2 Tagen an den 
Untersuchungstagen 1 f 3, 5 und 7. Das Volumen der verabreichten 
Formulierung war zwischen 0,41 und 0, 5 ml/Applikation. 

Es wurden die in Beispiel 1 beschriebenen liposomalen Formulierungen 1-4 
verabreicht. Dabei wurden keinerlei lokale Unvertraglichkeitsreaktionen 
gefunden. Es gab keine Anzeichen fur Odeme, Erytheme, nekrotische 
Veranderungen oder mechanische Veranderungen (Kratzen). 

Auch morphologische Untersuchungen, beginnend 24 h nach der letzten 
der vier subkutanen Applikation fur insgesamt 4 Tage zeigten keinerlei mit 
der Wirksubstanz assoziierten morphologischen Veranderungen. 

Klinische Anzeichen von systemischer Toxizitat wurden nicht gefunden. 
Das Fressverhalten der Kaninchen war unbeeinflusst. Dermatologische 
Untersuchungen zeigten keine Veranderungen der Parameter 
Thromboplastinzeit und aktivierte partielle Thromboplastinzeit. 
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Beispiel 4: Pharmakologische Wirksamkeit von liposomalen 
Formulierungen in der Ratte 

Die pharmakologische Wirksamkeit der erfindungsgemafcen liposomalen 
Formulierungen wurde an weiblichen Ratten (Alter 7 Wochen, Gewicht 
100-150 g) getestet. 

Es wurden Insgesamt 1 5 Ratten verwendet, die In 5 Gruppen (jeweils 3 
Ratten/Gruppe) . aufgeteilt wurden. Den Ratten wurden metastasierte 
Brustkarzinomzellen BN-472 (Kort et al. ( J. Natl. Cancer Inst. 72 (1984), 
709-713) unter das Brust-Fettpolster implantiert. Am Tag 3 nach der 
Tumorinokulation wurde mit folgendem Behandlungsprotokoll begonnen: 



Gruppe A 
Gruppe B 
Gruppe C 

Gruppe D 

Gruppe E 



Vehikelkontrolle, 1x/Tag s.c. 

wassrige Losung des Wirkstoffs (0,3 mg/kg), 1x/Tag s.c. 
liposomale Formulierung 4 (PC/PG pH 8,4), 0,3 mg 
Wirkstoff/kg, 1x/Tag s.c. 
liposomale Formulierung 
Wirkstoff/kg, 1 x/Tag s.c. 
liposomale Formulierung 
Wirkstoff/kg, 1 x/Tag s.c. 



(PC/PG pH 8,4), 1,0 mg 
(PC/PG pH 8,4), 3,0 mg 



Es wurde das Auftreten von Tumorfoci in der Lunge, in den axillaren 
Lymphknoten und in den intraperitonialen Lymphknoten sowie das Gewicht 
der Tumore bestimmt. 



Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt und zeigen, dass die 
liposomale Formulierung pharmakologisch wirksam ist. 
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Beispiel 5: Hamolysetest mit liposomalen Formulierungen 

Es sollte gepriift werden, ob liposomale WX-UK1-Formulierungen in der 
Lage sind, hamolytische Eigenschaften des Wirkstoffs zu reduzieren. Der 
Hamolysetest wurde parallel mit verdunntem Vollblut und gewaschenen 
Erythrozyten jeweils im Doppelansatz durchgefuhrt. 

1 ml Blut (stabilisiert mit Citrat) wurde mit 4 ml 0,9 %iger NaCI-Losung 
verdunnt und in Aliquots von jeweils 200 fj\ unterteilt. 1 ml der jeweils 
getesteten Wirkstofflosung (600, 240, 1 20, 60, 24, 1 2, 0 jjg/m\ bezogen 
auf den Wirkstoffgehalt) wurden zu den 200 //I Blut gegeben, vermischt 
und bei 37 °C inkubiert. Nach 30 min Inkubation wurde 5 min bei ca. 
1 .000 xg zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgenommen und der 
Hamolysegrad wurde visuell beurteilt. 

Zum Hamolysetest an gewaschenen Erythrozyten wurde 1 ml Citrat-Blut 
mit 5 ml 0,9 %iger NaCI-Losung mehrmals gewaschen und 0,4 ml der 
gewaschenen Erythrozyten mit 4,4 ml 0,9 %iger NaCI-Losung vermischt. 
Die resultierende Mischung wurde in Aliquots zu jeweils 200 jj\ aufgeteilt 
und ansonsten wie Vollblut behandelt. 

Als liposomale Formulierungen wurden die Formulierungen 1 {EPC, pH 6,5) 
und 2 (PC/PG, pH 6,5) gemaB Beispiel 1 getestet. Lediglich bei der 
hochsten Konzentration (500 jjg) der Formulierung 1 wurde eine schwache 
Hamolyse im Vollblut festgestellt. Alle hoheren Verdunnungen waren nicht 
hamolytisch. Die Formulierung 2 war bei keiner der getesteten 
Konzentrationen mit Vollblut bzw. gewaschenen Erythrozyten hamolytisch. 

Im Vergleich nicht liposomalen Formulierungen wurde eine mindestens 
lOfache Verringerung der hamolytischen Wirkung fur die Formulierung 1 
eine noch erheblich hohere Verringerung fur die Formulierung 2 gefunden. 
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Beispiel 6: Bestimmung der Konzentration von freiem, nicht lipospmal 
komlexierten Wirkstoff WX-UK1 in liposomalen 
Formulierungen 

Es wurden die Formulierungen 1-4 gemafc Beispiel 1 getestet. 

60 //I der Formulierung wurden durch eine Microcon YM-50 Filtereinheit 
zentrifugiert und dann in einer HPLC auf den Gehalt an verbleibendem 
Wirkstoff mithilfe einer Kalibrierungsgeraden untersucht. 

Der Gehalt an freiem WX-UK1 in den entsprechenden Formulierungen 
betragt: 

Formulierung 1 (EPC, pH 6,5): 550 jjq /ml 

Formulierung 2 (PC/PG, pH 6,5): 42 //g/ml 

Formulierung 3 (EPC, pH 8,4): 461 //g/ml 

Formulierung 4 (PC/PG, pH 8,4): 39 //g/ml 
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Anspruche 



5 

2. 

10 
15 

3. 

20 

4. 

25 



Pharmazeutische liposomale Formuiierung, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie als Wirkstoff ein als Urokinase-lnhibitor wirksames 3- 
Amidino- oder 3-Guanidino-phenylalanin-Derivat enthalt. 

Formuiierung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Urokinase-lnhibitor ausgewahlt ist aus Na-(2,4 # 6- 
Triisopropylphenylsulfonyl)-3-amidino-(D,L)-phenylalanin-4-ethoxy- 
carbonylpiperazid, dem L-Enantiomer davon oder einem 
pharmazeutisch vertraglichen Salz dieser Verbindungen. 

Formuiierung nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Urokinase-lnhibitor ausgewahlt ist aus Na-(2 f 4,6- 
Triisopropylphenylsulfonyl)-3-guanidino-(D,L)-phenylalanin-4-ethoxy- 

carbonylpiperazid, dem L-Enantiomer davon oder einem 
pharmazeutisch vertraglichen Salz dieser Verbindungen. 

Formuiierung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Wirkstoff in einem Gewichtsanteil von 0,5-10 % bezogen 
auf das Gesamtgewicht der Formuiierung vorliegt. 



5. 

30 



Formuiierung nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Wirkstoff in einem Gewichtsanteil von 2-5 % vorliegt. 
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6. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie einen pH-Wert im Bereich von 5,5-9,0 aufweist. 

7. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie Phospholipids in einem Gewichtsanteil von 4,5-40 % 
bezogen auf das Gesamtgewicht der Formulierung enthalt. 

8. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie Phospholipide, ausgewahlt aus neutralen Phospholipiden, 
anionischen Phospholipiden und Kombinationen davon enthalt. 

9. Formulierung nach einem der AnsprQche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie mindestens ein anionisches Phospholipid, wie etwa 
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerin, 
Diphosphatidylglycerin, Phosphoinositol oder veresterte Derivate 
davon enthalt. 

10. Formulierung nach Anspruch 8 oder 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie Phosphatidylcholin und Dimyristoyl-phosphatidylglycerin in 
einem Gewichtsverholtnis von 70:30 enthalt. 

1 1 . Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 1 0, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie weiterhin eine membranstabilisierende Komponente, wie 
etwa Cholesterin, in einem Gewichtsanteil von bis zu 5 % bezogen 
auf das Gesamtgewicht der Formulierung enthalt. 



10 



15 



20 
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12. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass sie weiterhin ein Gefrierschutzmittel enthalt. 



1 3. Formulierung nach Anspruch 1 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Gefrierschutzmittel in einem Gewichtsanteil von bis zu 
15 %, vorzugsweise 5-15 %, bezogen auf das Gesamtgewicht der 
Formulierung vorliegt. 

14. Formulierung nach einem der Anspruche 12 oder 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Gefrierschutzmittel aus Kohlenhydraten oder/und 
Zuckeralkoholen ausgewahlt ist. 

15. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der mittlere Durchmesser der Liposomen nicht grofcer als 500 
nm ist. 

16. Formulierung nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der mittlere Durchmesser der Liposomen von 100-250 nm ist. 



25 17. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Liposomen unilamellare Liposomen sind. 

18. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 17 zur parenteralen 
30 Applikation. 



19. Formulierung nach Anspruch 18 zur intravenosen Injektion. 
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20. Formulierung nach Anspruch 18 zur Infusion. 



21. Formulierung nach Anspruch 18 zur subkutanen Injektion. 

22. Formulierung nach Anspruch 18 zur intramuskularen Injektion. 

23. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 22 in dehydratisierter 
Form. 

24. Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 23 zur Bekampfung 
von Urokinase-assoziierten Erkrankungen. 

25. Formulierung nach Anspruch 24 zur Tumorbekampfung. 

26. Formulierung nach Anspruch 25 zur Bekampfung von 
Mammakarzinomen, Pankreaskarzinomen oder/und der 
Metastasenbildung. 



27. 



Verwendung einer Formulierung nach einem der Anspruche 1 bis 26 
in Kombination mit cytostatischen Mitteln. 



WO 2004/011004 



CT7EP2003/008011 




wo 2004/011004 CT/EP2003/008011 

-2/5- 




WO 2004/011004 ^^PCT/EP2003/008011 



-4/5- 



Zahl der Lungen Foci 



> 

cr 
cr 

0) 



D-Mannitol 
Vehikel 

D-Mannitol WX-UK1 
0.3mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
0.3mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 -j 
1mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
3mg/kg 




Tumor Gewicht [mg] 



D-Mannitol 
Vehikel 

D-mannitol WX-UK1 
0.3mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
0.3mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
1 mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
3 mg/kg 
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> 

or 
cr 

m 

CT 



Ax. Lymphknoten Gewicht [mg] 



D-Mannitol 
Vehikel 

D-Mannitol WX-UK1 
0.3mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
0.3mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
1 mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
3mg/kg 




IP. Lymphknoten Gewicht [mg] 



o 
o 



o 
o 
o 



D-Mannitol 
Vehikel 

D-Mannitol WX-UK1 
0.3mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
0.3mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
1 mg/kg 

PC/PG-WX-UK1 
3mg/kg 
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